肺癌における幹細胞複製分子SALL4の抗癌剤耐性因子としての意義 by 柳原 希美
  
 
SAPPORO MEDICAL UNIVERSITY INFORMATION AND KNOWLEDGE REPOSITORY 
 
Title 
論文題目 
Significance of SALL4 as a drug resistant factor in lung 
cancer 
（肺癌における幹細胞複製分子 SALL4 の抗癌剤耐性因子として
の意義） 
Author(s) 
著  者 
柳原, 希美 
Degree number 
学位記番号 
甲第 2790号 
Degree name 
学位の種別 
博士（医学） 
Issue Date 
学位取得年月日 
2014-03-31 
Original Article 
原著論文 
 
Doc URL  
DOI  
Resource Version  
-1- 
学位論文の内容の要旨 
 
報 告 番 号 
 
甲 第 2790 号 
 
氏  名 
 
      柳原 希美 
 
    Significance of SALL4 as a drug resistant factor in lung cancer 
    （肺癌における幹細胞複製分子 SALL4の抗癌剤耐性因子としての意義） 
 
研究目的 
肺癌の予後は極めて悪く、stage I-III の手術症例でも、術後化学療法へ
の耐性が原因で治療後再発のみられることが少なくない。しかし、プラチナ
製剤やタキソール製剤などの抗癌剤感受性を規定し、治療後再発を予測可
能なマーカーは同定されていない。すなわち、癌細胞において構成的に発
現し、自然耐性を担う分子の探索が急務となっている。 
癌細胞は、自己複製能をもつという点で、ES 細胞と非常に似ている。ES
細胞の複製に必須の分子として SALL4 が知られており、SALL4 遺伝子のト
ランスジェニックマウスは高率に白血病を発症する。我々も、SALL4 がヒトの
肺癌で stage IAから高発現することを報告している。すなわち、SALL4は発
癌に重要な役割を担っており、その発現に伴い、幹細胞の特徴である治療
耐性の誘導が起こる可能性が十分考えられる。この点については、唯一白
血病で SALL4 が ABC ファミリー分子の発現を誘導することが報告されてい
るが、未だ不明な点が少なくない。さらに、SALＬ4 の発現と再発との関係に
ついての報告もみられない。 
そこで、本研究では、SALL4が肺癌細胞の抗癌剤感受性に及ぼす影響を
調べた。また、術後化学療法を受けた症例を対象とし、治療前のSALL4発現
量と再発との関係についても解析した。 
 
研究方法  
1) 対象とした肺癌細胞株と症例                                       
ヒト肺癌細胞株として、A549（腺癌）と SBC-3（小細胞癌）を用いた。また、
術後化学療法を行った肺癌 31例（腺癌 13例、扁平上皮癌 14例、小細胞
癌 4例）の摘出組織を使用した。 
2) 肺癌組織および細胞からの RNA精製法 
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ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片および肺癌細胞株からの RNA精
製は、それぞれ、RNeasy FFPE Kit、RNeasy Plus Mini Kit を用いて行っ
た。 
3) 生細胞数の測定法   
96well プレート内の細胞に Cell Titer-GloTMLuminescent Cell Viability 
Assay 試薬を添加し、ATP をルシフェラーゼ反応で発光量として捉え 
評価した。発光量の測定には、Veritas Microplate Luminometer を使用 
した。 
4) SALL4 遺伝子および SALL4 siRNAの導入法 
SALL4 遺伝子発現 pCMV6 ベクター（pCMV6-SALL4）およびコントロー
ルベクター（pCMV6-Mock）や SALL4 siRNA と non-silencing control 
RNA（NSC）の肺癌細胞への導入は、エレクトロポレーション法で行った。 
5) SALL4 遺伝子および蛋白発現の評価法                                  
SALL4 mRNAの発現は、18S rRNAを内部標準とし、TaqMan RT-PCR 
法で定量化し、蛋白発現量はWestern blotting法で調べた。 
6) SALL4 遺伝子発現ベクター導入による遺伝子発現変化の解析法 
pCMV6-SALL4と pCMV6-Mock を導入したA549および SBC-3細胞に
おける遺伝子発現の変化は、Agilent SurePrint G3 Human GE 8×60K 
マイクロアレイと RT-PCR 法で評価した。 
 
研究成績 
1) A549（腺癌）とSBC-3（小細胞癌）にSALL4 siRNAを導入し、mRNA発現
量の変化を調べたところ、48時間後に約50%の抑制がみられた。そこ
で、siRNA導入48時間後に各種濃度の抗癌剤（CDDP、CBDCAおよび
PTX）を添加し、経時的に細胞増殖に及ぼす影響を解析した。その結
果、SALL4 siRNA導入細胞では、NSC導入細胞に比べ、検討したすべ
ての抗癌剤で感受性の増強がみられた。 
2) pCMV6-SALL4導入A549およびSBC-3細胞におけるSALL4 mRNAの発
現は、対照のpCMV6-Mock導入細胞に比べ、それぞれ14.6倍、38.3倍
高かった。そこで、これらの細胞を用いて、遺伝子発現の変化をマイクロ
アレイで解析した。その結果、両細胞で共通して2倍以上の増加がみら
れたものは、ヒト絨毛性ソマトマンモトロピン（CSH1/HPL）、interleukin-6
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（IL-6）、transmembrane protein 229B（TMEM229B）およびエナメル質形
成分子ameloblastinの4者であった。一方、白血病細胞でSALL4による誘
導が報告されている抗癌剤耐性分子ABCG2およびABCA3については、
両細胞で発現に違いはなかった。RT-PCR法ではIL-6とTMEM229Bの
みバンドが検出されたが、両細胞で差異は確認出来なかった。そこで、
SALL4 siRNA導入細胞でも両分子の発現を解析したところ、IL-6の低下
がみられた。 
3) 術後化学療法を受けた肺癌31例で、癌組織のSALL4 mRNA発現量を調
べた｡主な臨床病理学的背景因子別にSALL4 mRNAの発現量をみたと
ころ、性、年令、組織型や臨床病期で差異はなかった。一方、再発の有
無で比較すると、再発群の平均SALL4 mRNA発現量は非再発群の34倍
高かった（p=0.031）。また、非再発群のmean+2SDをカットオフとして、再
発群を陽性8例と陰性7例に分け、再発までの期間を比較検討した。その
結果、陰性例の平均日数が300±242日であったのに対し、陽性例では
177±117と短かった。 
 
考察                                   
これまで我々は、幹細胞の複製に必須の SALL４が肺癌で高まっているこ
とを報告しているが、その臨床的意義については不明であった。本研究で、
SALL4 が肺癌において抗癌剤耐性因子として働くことを初めて明らかにし
た。症例数に一定の限界はあるものの、少なくとも術後化学療法後の再発群
の方が非再発群に比べ、SALL4 遺伝子の高発現例が多いことも見い出し
た。さらに、SALL4 遺伝子発現の高い症例ほど早期再発する傾向も確認さ
れた。再発群と非再発群で比べると、用いた抗癌剤の種類に偏りはなく、プ
ラチナ製剤やタキソール系抗癌剤が幅広く使われている。 
さらに、in vitro の感受性試験で、SALL4 の発現抑制が各種抗癌剤の感
受性を亢進させたことからも、SALL4 は普遍的な耐性因子であることが示唆
された。SALL4 siRNAの導入による抗癌剤の感受性増強は極めて低濃度で
もみられており、これまで副作用が強いために投与量を低めに設定せざるを
得なかったプラチナ系やタキソール系の抗癌剤でも、効果増強出来る可能
性がある。 
SALL4で制御を受ける分子群については、マイクロアレイでスクリーニング
した 4者のうち、RT-PCR法で確認できたのは IL-6のみであった。この原因
として、マイクロアレイと RT-PCR 法における解析法自体や遺伝子検出部位
-4- 
の違いが挙げられるが、詳細は不明である。IL-6 は STAT3 を介して肺癌細
胞の増殖を促進し、STAT3はSALL4の発現を誘導することが知られている。
これらの知見と今回の結果を考え併せると、SALL4 と IL-6 の両者が互いに
発現を高め、抗癌剤耐性を惹起しているものと推測された。 
 
結論 
肺癌において、SALL4 が抗癌剤に対し耐性因子として働くことが明らかにな
った。さらに、術後化学療法前のSALL4遺伝子発現量と再発との密接な関係が
示唆された。 
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